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Abstract  
Sedentary styles of life, along with inadequate nutritional habits, increase the risk to develop degenerative chronic diseases. Searching for possible 
alternatives of prevention for those risks, it has been investigated about the quality and nutraceutic properties of several agricultural commodities. The 
phenols are substances with important functions in vegetal organisms; and moreover they have antioxidants properties in the cellular metabolism of humans 
and animals. In order to quantify the content of three phenolic acids and a stilbene, it was performed analyses, by high performance liquid chromatography 
(HPLC-UV/Vis), on metanolic leave extracts of 97 wild grapevines (Vitis spp.) of Puebla, Mexico. Those plants were found growing in their natural 
environments from 207 to 2175 m. The gallic acid was the most common of the metabolites since it appeared in 96 of the 97 samples, rutin was the second 
most common substance and it was identified in 80 samples, the caffeic acid appeared in 29 and finally resveratrol only in 14. The leaves of wild grapevines 
contain diverse antioxidants substances that might have several benefits in the human health; in addition the suitable conservation, maintenance and correct 
advantage of this plant genus provide environmental services and the balance of ecosystems. 
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Resumen 
Estilos de vida sedentarios, conjugados con inadecuados hábitos alimenticios, incrementan el riesgo de contraer enfermedades crónicas degenerativas. En la 
búsqueda de posibles alternativas de prevención, se ha investigado en la calidad y aspectos nutracéuticos de productos agrícolas. Los fenoles son sustancias 
con importantes funciones en organismos vegetales que, además, poseen propiedades antioxidantes en el metabolismo celular de humanos y animales. Con 
objeto de cuantificar el contenido de tres ácidos fenólicos y un estilbeno, fueron realizados análisis por cromatografía de líquidos de alta resolución (HPLC-
UV/Vis) en extractos metanólicos de hojas provenientes de 97 accesiones de vides silvestres (Vitis spp.) de Puebla, México que crecían en su ambiente 
natural desde 207 hasta 2175 msnm. El ácido gálico fue el más común de los metabolitos ya que se presentó en 96 de las 97 muestras, el rutín fue la segunda 
sustancia en común y se identificó en 80 muestras; el ácido caféico se presentó en 29 y finalmente el resveratrol en 14. Las hojas de vides silvestres poseen 
diversas sustancias antioxidantes que podrían tener múltiples beneficios en la salud humana; además la adecuada conservación, mantenimiento y 
aprovechamiento de este género provee servicios ambientales y el equilibrio de ecosistemas. 
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INTRODUCCIÓN 
El cultivo de la vid (Vitis vinifera L.) es importante 
por su uso frutícola e industrial. La mayoría de las 
zonas productoras de uva cuentan con estrecha base 
genética, salvo algunas excepciones como en la 
Península Ibérica donde se cultivan 22 variedades 
autóctonas (Gago et al., 2009). El reservorio genético 
para ampliar dicha base son las vides silvestres, 
mismas que se encuentran en riesgo de erosión 
genética por la deforestación producto de la acción 
antropogénica. En México se realizan trabajos de 
colecta de vides silvestres en los estados de Veracruz, 
Puebla y México (Franco-Mora et al., 2008b; Cruz-
Castillo et al., 2009) para estudiar su uso potencial en 
vitivinicultura y se avanza en su caracterización 
bioquímica (Tobar-Reyes et al., 2009). En este país, se 
ha informado sobre la pertinencia de evitar cambios de 
uso de suelo en áreas con recursos fitogenéticos, en 
particular de vid, con el fin de limitar la erosión 
genética de este género (Franco-Mora et al., 2008a). 
Los fenoles están presentes en los órganos de 
las plantas en diversas formas de estructuras químicas, 
constituyendo un grupo amplio de metabolitos 
secundarios que intervienen en diversas funciones 
biológicas (Menghinello, 1999). Los ácidos fenólicos 
naturales poseen acción como antioxidantes en 
sistemas vivos gracias a su capacidad para eliminar 
radicales libres (Parr y Bolwell, 2000; Akowuah et al., 
2004). Kulisic et al., (2006) compararon el potencial 
antioxidante promedio obtenido con el ensayo de 
Rancimat de dos compuestos fenólicos sintéticos 
(5,52) contra el promedio (2,2) de tres infusiones 
acuosas ["orégano" (Origanum vulgare L. ssp. 
hirtum), "timo" (Thymus vulgaris L.) y "timo silvestre" 
(Thymus serpyllum L.)] y establecen que las infusiones 
con sustancias naturales son una buena fuente de 
antioxidantes. 
El ácido gálico es importante por su acción 
anti cancerígena, aspecto ampliamente informado en la 
literatura (Choudhury et al., 2007). Por otro lado, los 
principales hallazgos sobre la utilidad del ácido 
caféico señalan efectos importantes como anti-
inflamatorio, anticancerígeno e inmunomodulador 
(Natarajan et al., 1996; Song et al., 2008). En relación 
al rutín, este destaca por ser un compuesto con acción 
venotónica (Cesarone et al., 2005; Radwan et al., 
2008) y desinflamatoria (Selloum et al., 2003; 
Cesarone et al., 2008).  
En cuanto al resveratrol (RVS) (estilbeno que 
se puede presentar en las formas cis y trans) en 
experimentos in vitro e in vivo mostró su potencial 
como inhibidor del inicio, promoción y desarrollo de 
células cancerígenas (Jang et al., 1997; Alkhalaf, 
2007). En otros ensayos, RVS influyó incrementando 
la esperanza de vida en organismos como el pez 
Nothobranchius furzeri (Valenzano et al., 2006), el 
nematodo Caenorhabditis elegans y la “mosca de la 
fruta” (Drosophilla melanogaster Meigen) (Wood et 
al., 2004). En un ensayo previo, empleando una 
técnica específica para RVS, se determinó una amplia 
variabilidad [desde cantidades no detectadas hasta 
39,5 μg.g−1 peso fresco (PF)] en el contenido de la 
sustancia para 18 accesiones de vides silvestres así 
como una marcada interacción del ambiente sobre el 
genotipo (Tobar-Reyes et al., 2009). 
El presente estudio tuvo como objetivo 
determinar los contenidos de tres ácidos fenólicos y un 
estilbeno en hojas de vides silvestres, con una sola 
técnica de HPLC.  
 
MATERIALES Y MÉTODOS 
Zona de estudio y material vegetal utilizado 
Las colectas se realizaron durante verano de 2009 en 
cinco municipios de la sierra norte de Puebla, México 
(Cuetzalan, Hueyapan, Teziutlán, Tlatlauquitepec y 
Zacapoaxtla) región donde se presenta bosque 
mesófilo secundario y selva perennifolia secundaria. 
El gradiente altitudinal donde se realizaron las colectas 
fue desde los 207 hasta los 2175 m. El clima que 
predomina en la región explorada es templado húmedo 
C (fm) y en las zonas con menor altitud el semicálido 
AC (fm) con lluvia todo el año; los andosoles y 
acrisoles son los tipos de suelo que predominan 
(Murillo, 2008; Franco-Mora et al., 2008a). Se 
tomaron muestras de hojas sanas de vides silvestres a 
97 plantas ubicadas y se geo-referenciaron con un 
GPS.   
 
Sustancias químicas 
El ácido gálico, ácido caféico, rutín, resveratrol, 
metanol, tetrahidrofurano y ácido ortofosfórico fueron 
adquiridos de SIGMA-Aldrich; excepto el último, 
todos con grado HPLC. Se usó agua bidestilada 
(filtrada dos veces con membrana pvdf de 0,45 µm). 
 
Muestreo vegetal y extracción 
De cada planta fueron elegidas tres ramas y de cada 
una se pesaron 10 g de hojas frescas sin pecíolo con 
una balanza electrónica portátil (0,1 g de sensibilidad 
y 260 g de capacidad máxima). Después las hojas se 
enrollaron, se colocaron dentro de una bolsa de papel 
bond y transcurridos de 100 a 120 min se cortaron con 
tijeras de acero inoxidable en fragmentos de 2 cm
2
 
aproximadamente. Posteriormente se colocaron en 
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frascos de polietilentereftalato y se agregaron 200 ml 
de metanol, se mantuvieron a temperatura de 
laboratorio (20°C ± 4°C) durante 10 días para inducir 
la hidrólisis. Pasado el período de extracción, se 
maceró en mortero, se colocó durante una hora en un 
agitador rotatorio digital (Bigger Bill, Thermolyne) a 
100 rpm protegidas de la luz. Después se coló con 
cernidor de polietileno y se filtró con papel Whattman 
No. 5. De cada extracto se tomaron 2 ml y se formó 
una muestra compuesta (6 ml) que se centrifugó a 
3700 rpm durante 15 min. Finalmente, el sobrenadante 
se pasó a través de acrodiscos de membrana pvdf de 
0,45 µm (Pall Sciences). La muestra resultante se 
mantuvo a 0°C en viales ámbar de 2 ml antes de ser 
inyectado al HPLC. 
 
Separación de fenoles 
La separación de los cuatro analitos bajo estudio se 
realizó simultáneamente en un HPLC serie 200 Perkin 
Elmer (USA) equipado con un detector ultravioleta-
visible (UV/Vis), bomba binaria, degasificador e 
inyector manual. Las muestras fueron analizadas a 
temperatura de laboratorio (23°C ± 3°C). Se usó una 
columna Mightysil fase reversa C18, 5 µm diámetro 
interno, 250 x 4,6 mm (Japón). El método 
cromatográfico empleado consideró como fase móvil 
dos soluciones bajo régimen isocrático (Akowuah et 
al., 2004), la solución uno fue agua bidestilada 
ajustada a pH 3 con ácido ortofosfórico y la solución 
dos una mezcla de metanol:tetrahidrofurano (90:10; 
v/v). Se inyectaron manualmente 20 µL (estándares y 
muestras de extractos) permitiendo 0,5 min para el 
vaciado del anillo muestreador (30 µL), cada corrida 
tuvo una duración de 42 min con flujo constante de 0,5 
mL.min
-1
. Para la validación del método se 
construyeron curvas de calibración a cada uno de los 
cuatro estándares de referencia con cuatro diluciones 
sucesivas en metanol; los coeficientes de 
determinación obtenidos fueron 0,998, 0,999, 0,998 y 
0,994 respectivamente. Los tiempos de retención para 
cada estándar fueron 6,07, 8,25, 10,02 y 13,27 min. El 
detector permaneció a una longitud de onda de 280 
nm. El software TotalChrom Workstation versión 6,2 
d, identificó y calculó por el método de estándar 
externo las cantidades presentes en las muestras para 
cada analito; mediante esta aplicación también se tuvo 
control del equipo así como el manejo de los archivos 
generados. 
 
Análisis estadístico 
Se practicó análisis de varianza para cada uno de los 
analitos estudiados, tomando únicamente aquellas 
accesiones donde hubo separación del compuesto. A 
los promedios de cada fenol se practicó un análisis de 
regresión lineal simple. Cada tratamiento tuvo tres 
repeticiones y cada repetición provino de tres muestras 
de hojas frescas. 
 
RESULTADOS  
En el presente trabajo, se destaca las diferencias 
estadísticas dentro de accesiones para los cuatro 
analitos estudiados (Tablas 1 y 2).  
 
Tabla 1. Cuadrados medios y nivel de significancia para el contenido de tres ácidos fenólicos en hojas de vides silvestres del estado de 
Puebla, México, 2009. 
 
Fuente 
Ácido gálico Ácido caféico Rutín  
g. l.  g. l.  g. l.   
Accesión 95 866,6 * 28 0,1251 * 79  569,4 *  
Repetición 2 135,6 * 2 0,0002 2    27,1  
Error 190   24,7 56 0,0002 158    35,1  
C. V.    14,6                      34,3                           52,0  
*: Significativo con una probabilidad P < 0.05. 
 
Tabla 2. Cuadrados medios  y nivel de significancia para el 
contenido de resveratrol en hojas de vides silvestres del estado de 
Puebla, México, 2009. 
Fuente  g. l. 
   
Accesión 13 1,3 E-5 * 
Repetición 2 7,0 E-8 
Error 26 1,3 E-7 
C. V.        31,0 
El ácido gálico fue el compuesto con mayor número 
de casos positivos, 96 accesiones, y el de mayor 
contenido (Tabla 3); en el otro extremo quedó el 
resveratrol con sólo 14 casos positivos y los 
contenidos más bajos en relación a los tres ácidos 
fenólicos (Tabla 4). 
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Tabla 3. Localización de las accesiones de vides silvestres con mayor contenido de compuestos fenólicos, Puebla, México, 2009. 
 Contenido 
(mg.g-1 P.F.) 
Altitud  
(m) 
Municipio  
Ácido gálico                          88,100 1563 Tlatlauquitepec  
Ácido caféico                            1,110 1720 Cuetzalan  
Rutín                          68,900 1687 Cuetzalan  
Resveratrol                            0,006 1759 Cuetzalan  
 
Tabla 4. Localización de las accesiones de vides silvestres con menor contenido de cuatro compuestos fenólicos, Puebla, México, 2009. 
 Contenido 
(mg.g-1 P.F.) 
Altitud  
(m) 
Municipio  
Ácido gálico 0,40000 1720 Cuetzalan  
Ácido caféico 0,00002 1589 Hueyapan  
Rutín 0,00700 1568 Tlatlauquitepec  
Resveratrol 0,00002 1622 Teziutlán  
 
De las 97 accesiones analizadas, 12 contienen un 
analito, 49 contienen dos, 35 contienen tres y la 
accesión 53 colectada a 2089 msnm en el municipio de 
Zacapoaxtla contiene los cuatro analitos; la dispersión 
de los contenidos de los analitos estudiados a través 
del gradiente altitudinal se presenta en la Figura 1.  
 
DISCUSIÓN 
El presente experimento muestra que mediante HPLC-
UV/Vis, en una corrida simple es posible separar e 
identificar cuatro compuestos fenólicos a partir de 
hojas de vides silvestres en extracción metanólica. Las 
plantas analizadas exhiben diferencias en relación al 
tipo de compuesto fenólico así como a la 
concentración de este, ello se encuentra probablemente 
influenciado por el ambiente (Tobar-Reyes et al., 
2009) además de la calidad de la planta y de las 
condiciones geográficas (Franco-Mora et al., 2008a,b); 
los resultados (Figura 1) sugieren independencia del 
contenido de fenoles en relación a la altitud. 
 
Figura 1. Regresión lineal de contenido de cuatro analitos en hojas de vid silvestre en relación a la altitud (m) de ubicación. Ácido gálico 
(GA), ácido caféico (CA), rutín (RUT) y resveratrol (RVS). 
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Ácido gálico 
Los resultados muestran al ácido gálico como el 
principal compuesto presente, lo mismo ocurre en 
infusiones de té negro (Camellia sinensis L.) de 25 
diferentes marcas comerciales (Tokusoglu et al., 
2008). En vino se reporta 0,003 mg.ml
-1
 de ácido 
gálico, en jugo de "cereza" (Cerasus vulgare Mill.) 
0,009 mg.ml
-1
, en "tomate" (Solanum lycopersicum L.) 
0,001 mg.g
-1
 PF y en frutos de "rosa" (Rosa canina L.) 
0,023 mg.g
-1
 PF (Ozturk et al., 2007); todos los 
resultados anteriores son inferiores en relación a los 
del presente estudio. 
 
Ácido caféico 
El té negro contiene 2,8 mg.g
-1
 peso seco (PS) de 
ácido caféico, en frutos de "rosa" hay 0,03 mg.g
-1
 PF y 
en "tomate" 0,002 mg.g
-1
 PF (Ozturk et al., 2007). 
Entonces, en las vides silvestres estudiadas hay mayor 
contenido para este ácido que en frutos de "rosa" y 
"tomate" puesto que el mayor promedio fue 1,10 mg.g
-
1
 PF. En Geranium sanguineum reportan 2,41 mg.g
-1
 
PS (Leucuta et al., 2005) mientras que en otro 
experimento, Caniova y Brandsteterova (2001) 
obtienen 1,91 mg.g
-1
 PS en Melissa officinalis. 
 
Rutín 
Se determinaron 68,9 mg.g
-1
 PF como máximo, valor 
que puede ser comparable con 1,71 mg.g
-1
 PS obtenido 
por Leucuta et al. (2005) en Geranium sanguineum e 
incluso con 27,5 mg.g
-1
 PS que fue detectado en hojas 
de amaranto (Amaranthus spp.) por Kalinova y 
Dadakova (2009). 
 
Resveratrol 
En un estudio previo realizado en vides silvestres 
creciendo bajo diferentes condiciones ambientales se 
obtuvo un contenido máximo igual a 39,51 μg RVS.g-1 
PF (Tobar-Reyes et al., 2009). Sin embargo, en el 
presente experimento se registró un valor máximo de 6 
μg.g-1 PF debido probablemente a que la metodología 
de extracción usada no es específica para RSV, a lo 
anterior se puede adicionar el hecho de que las plantas 
presentaban buena sanidad, condición en la cual se 
reprime la síntesis del estilbeno. 
 
CONCLUSIONES 
Con base en los resultados mostrados, se infiere el 
potencial farmacológico de las vides silvestres; recurso 
empleado en México desde tiempos antiguos en 
algunos de los sitios de colecta. Por ello, la 
conservación y el establecimiento de vides silvestres 
para el aprovechamiento de fenoles y otros productos 
en su hábitat natural, generalmente bosques, traspatios, 
o bien a la par de plantaciones forestales, podría ser 
una alternativa económica y ecológicamente viable. 
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